Avaliação microbiológica do ar em ambiente hospitalar by Silva, Emília Rosa Sousa dos Santos
  
Universidade de Aveiro  
2008 
Departamento de Biologia 
Emília Rosa Sousa dos 
Santos Silva 
 






 Universidade de Aveiro  
2008 
Departamento de Biologia 
Emília Rosa Sousa dos 
Santos Silva 
 




Dissertação apresentada à Universidade de Aveiro para cumprimento dos 
requisitos necessários à obtenção do grau de mestre em Microbiologia,
realizada sob a orientação científica da Prof. Doutora Ana Cristina Sarmento,











o júri   
 
presidente Prof. Dr. Sónia Alexandra Leite Velho Mendo Barroso 






Prof. Dr. Myriam Alexandra dos Santos Batalha Dias Nunes Lopes 
Prof. Auxiliar Convidada do Departamento de Ambiente e Ordenamento da 






Prof. Dr. Ana Cristina de Fraga Esteves Sarmento 




























Ao Professor Doutor António Correia, por me ter recebido no seu laboratório e 
por ter disponibilizado condições e equipamento para a concretização deste 
trabalho. Obrigada também pela amizade e carinho demonstrados. 
 
À Professora Doutora Ana Cristina Sarmento, minha orientadora, pelo 
excelente acompanhamento e por todo o carinho, incentivo e optimismo 
demonstrados durante a realização deste trabalho. 
 
À minha Directora e amiga Dra. Eugénia Lobo, que sempre acreditou na minha 
capacidade e me incentivou continuamente no meu crescimento profissional e 
pessoal. 
 
Aos meus colegas do hospital, pelo apoio e compreensão demonstrados ao 
longo da concretização deste projecto de investigação. 
 
Ao laboratório Carvalho, Guerra & Martins por, gentilmente, me ter concedido a 
utilização da estufa. 
 
À bioMérieux, por permitir a utilização do Air Ideal®, sem ele não teria sido 
possível a realização deste trabalho, em especial à Dr.ª Cláudia Pereira por ter 
sido a mediadora de todo o processo. 
 
A todos aqueles que, de alguma forma, tenham contribuído para que este 
















palavras-chave Microbiologia do ar, bloco operatório, bactérias cultiváveis, resistência aos 





A contaminação do ar é um dos factores apontados como estando na origem 
de infecções das suturas operatórias, infecções nosocomiais e de outro tipo de 
patologias como a asma, as rinites e as alergias. A existência de situações 
epidemiológicas ocorridas em ambientes hospitalares, torna-se altamente 
perniciosa, uma vez que pode causar mortalidade ou morbilidade dos 
pacientes, principalmente em indivíduos imunocomprometidos.  
 
O presente trabalho reporta sobre um estudo microbiológico do ar realizado 
num espaço crítico hospitalar, nomeadamente, numa sala do bloco operatório 
de um hospital Centro–Norte de Portugal. Este estudo assenta na 
quantificação de UFC/m3 e na caracterização da comunidade bacteriana 
encontrada (identificação, determinação do padrão de sensibilidade aos 
antibióticos e pesquisa de actividades enzimáticas extracelulares). 
 
O método de amostragem utilizado é o método activo de captação de ar, 
através do Air Ideal. Na identificação bacteriana e nos testes de sensibilidade 
aos antibióticos foram utilizadas galerias do sistema mini Api e, na pesquisa 
enzimática foi utilizado o método de difusão. 
 
Os resultados obtidos mostram um predomínio de microrganismos de Gram 
positivo (98%). Sendo os estafilococos 89% de todas as bactérias 
identificadas, 9% estreptococos e 2% bacilos Gram negativos. Os organismos
identificados apresentaram um perfil relativamente alto de resistência aos 
antibióticos β-lactâmicos assim como uma elevada expressão de actividades 
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The air contamination is one of the factors pointed as being at the origin of 
infections of operating sutures, nosocomial infections and other kinds of 
pathologies as asthma, rhinitis and allergies. The existence of epidemiological 
situations occurred in hospital environments becomes highly pernicious since it 
can cause mortality and morbidity to the patients mainly to immune-
compromised individuals. 
 
This work reports a microbiological air study made in a critical hospital space, 
namely, an operating-theatre room of a Centre-North Hospital in Portugal. This 
study is based on the CFU/m3 quantification and on the bacterial community 
characterization (identification, establishing antibiotics sensibility pattern and 
research of extra-cellular enzymatic activities). 
 
The sample gathering method used was the active method of air captation 
through Air Ideal®. To bacterial identification and antibiotics sensibility tests it 
has been used gallerias of mini Api® system and, to the enzymatic research it 
has been used the diffusion method. 
 
The results show a prevalence of Gram positive micro-organisms (98%). 
Among all the identified bacteria 89% are staphylococci, 9% are streptococci 
and 2% Gram negative bacillus. The identified organisms present a 
considerable high resistance to β-lactamic antibiotics and also a high 



































“A Biologia perdeu hoje muitas das suas 
ilusões. Já não procura a verdade. 
Constrói a sua. A realidade aparece então 
como um equilíbrio sempre instável. No 
estudo dos seres vivos, a História põe em 
evidência uma sucessão de oscilações, 
um movimento pendular entre o contínuo e 
o descontínuo, a estrutura e a função, a 
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1 – INTRODUÇÃO 
 
 
Quando as condições ambientais não são as mais favoráveis para a sobrevivência 
microbiana, o ar constitui o vector principal de disseminação de microrganismos. Estes 
podem representar agentes infecciosos com potencial risco para a saúde pública (Tringue 
et al.2008). 
 
A poluição do ar, quer seja de natureza química, física ou biológica, tornou-se 
recentemente um aspecto crítico nas exigências e reivindicações das populações dado 
as consequências negativas que produz sobre a qualidade do meio ambiente e, 
concomitantemente, sobre a saúde humana (Lima e Mota 2003). Assim, nos últimos 
anos, alguma tem sido a preocupação em desenvolver estudos que caracterizem e 
identifiquem os microrganismos presentes, a sua distribuição natural, as inter-relações e 
as relações com os outros seres vivos e as alterações físico-químicas no meio ambiente 
de forma a perceber os efeitos benéficos ou prejudiciais ao Homem (Lima et al. 2003). 
A exposição a microrganismos patogénicos, quando estes são libertados no ar devido a 
distúrbios no meio ambiente, (utilizando como veículo de transporte poeiras ou sendo 
libertados a partir de matérias orgânicas em decomposição, entre outros) constitui um 
risco acrescido para pessoas, podendo levar à contracção de infecções, a 
hipersensibilidade pulmonar e a reacções tóxicas (Piteira 2007; Vanhee et al. 2008). No 
interior de instalações hospitalares a presença de microrganismos potencialmente 
patogénicos tem especial relevância. Os microrganismos, patogénicos ou não, em 
instalações hospitalares são veiculados de diversas formas: i) pessoas, ii) correntes de ar 
ou iii) entradas de ar novo dos sistemas AVAC (aquecimento, ventilação e ar 
condicionado). Estes podem proliferar no meio ambiente e serem dispersos pelas 
instalações vindo a ser responsáveis por infecções nosocomiais ou outro tipo de 
patologias como a asma, as rinites e as alergias que nos últimos anos, têm vindo a 
crescer exponencialmente, introduzindo novos problemas de saúde pública aos já bem 
identificados problemas do tracto respiratório (Lima e Mota 2003; Piteira 2007). 
 
Por outro lado, as infecções das suturas operatórias constituem um dos maiores 
problemas da medicina actual (Fleischer et al. 2006; Talon et al. 2006). Estas infecções 
podem ser profundas ou superficiais. As infecções superficiais são relativamente fáceis 
de controlar e combater, ao contrário das profundas que podem originar um quadro 
clínico delicado levando à reintervenção operatória do doente ou mesmo à morte deste. 
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Segundo as recomendações para prevenção da infecção do local cirúrgico do Plano 
Nacional de Controlo de Infecção (PNCI), o local cirúrgico é, conjuntamente com a 
pneumonia, a infecção urinária e a bacteriémia relacionada com os cateteres vasculares 
centrais, uma das infecções nosocomiais mais frequentes (PNCI 2004a). 
 
Nos inquéritos de prevalência efectuados em Portugal em 1988, 1993 e 2003, a infecção 
do local cirúrgico representou, respectivamente, 20%, 16% e 13,03% das infecções 
nosocomiais detectadas, tendo sido o tipo de infecção mais frequente nos serviços de 
Cirurgia. Também no sistema de vigilância epidemiológica do National Nosocomial 
Infections Surveillance System (NNIS) nos anos 1986-1992, foi a infecção mais frequente 
(37%) (PNCI 2004a).  
 
Os factores que mais têm sido apontados para este tipo de problema são variados, 
destacando-se o tipo de cirurgia, a experiência do cirurgião, a inserção de próteses e 
implantes, o estado imunológico do doente, a inadequada profilaxia antimicrobiana e a 
contaminação ambiental (Dharan e Pittet 2002; Talon et al, 2006; Fleischer et al. 2006). 
 
Para reduzir a influência deste último factor neste tipo de infecções, tem sido evocado o 
aspecto microbiológico dos blocos operatórios e unidades de transplantes (Fleischer et al. 
2006). Humphreys e colaboradores (2002) referem que nos finais dos anos 70 o Medical 
Research Council defendia que uma óptima articulação entre os parâmetros de 
ventilação, tais como a renovação de ar por hora, contagem de UFC e o levantamento 
dos casos de infecções, seria uma mais-valia para a redução do risco de infecção pós 
operatória. Também, em 1985, Howorth preconizava que “quando o número de unidades 
formadoras de colónias (UFC) é reduzido, existe uma correspondência com a redução de 
incidência de infecções (Humphreys e Taylor 2002). 
 
Adicionalmente, características intrínsecas a cada microrganismo, como a produção de 
coagulases, presença de cápsula nas bactérias, actividade hemolítica, presença de 
endonucleases, pigmentos, mobilidade e produção de enzimas como lipases, proteases e 
gelatinases pelos microrganismos constituem formas indirectas de patogenicidade 
(Safatov et al, 2008). Adicionalmente, assiste-se ao aparecimento de estirpes 
microbianas resistentes a alguns antibióticos que, por isso deixam de ser eficazes no 
tratamento de infecções, constituindo também uma das maiores preocupações do nosso 
tempo (Azinheira e Castro 1998). A resistência aos antibióticos pode resultar de 
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mutações expontâneas, que conduzem à activação ou modificação de determinantes 
cromossomais, ou da aquisição de genes de resistência localizados em elementos 
genéticos móveis tais como: transposões, plasmídeos e integrões (Köhler et al. 1999, 
Higgins et al. 2001; Sousa 2005). 
 
Não existe consenso internacional nos métodos, no tipo de amostragem nem nos limites 
de tolerância de microrganismos nestes espaços hospitalares. O principal parâmetro 
associado à contaminação ambiental em blocos operatórios aponta, com especial ênfase, 
para a qualidade do ar e para o seu controlo/monitorização, no que respeita 
nomeadamente a contagem de partículas e estudos microbiológicos (Senior 1993; 
Dharan e Pittet 2002, Landrin et al.2005).  
 
Esta noção suporta o presente estudo, no qual serão desenvolvidos aspectos ligados à 
presença de agentes microbiológicos do ar num ambiente hospitalar. Pretende-se com 
este trabalho realizar uma avaliação do ar, de um espaço crítico no meio hospitalar, 
nomeadamente numa sala de bloco operatório, utilizando para isso um método activo de 
captação de ar. 
 
O objectivo é aquilatar a qualidade do ar desse espaço crítico no que respeita ao número 
de UFC permitidas por lei (Dec. Lei 79/2006 de 4 de Abril), isto é, pretende-se verificar se 
a qualidade microbiológica do ar obedece aos padrões normativos. Adicionalmente, 
pretende realizar-se uma caracterização da comunidade bacteriana (identificação, 
reconhecimento do padrão de sensibilidade aos antibióticos e pesquisa de actividades 
enzimáticas extracelulares). 
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2 – MICROBIOLOGIA DO AR 
 
 
2.1 – Breve enquadramento histórico 
A microbiologia nasceu da especulação do Homem sobre a origem da vida, sobre as 
fontes das doenças epidémicas e transmissíveis, da putrefacção da matéria e processos 
de fermentação. Alguns conceitos sobre as doenças infecciosas datam da era anterior a 
Cristo (Pelczar et al.1988, Fonseca 1998). 
No século XVI, Fracastorius de Verona, definiu que o contágio ocorria pelo contacto, 
através de objectos e à distância (através do ar). O interesse por este último e pela 
“essencialidade do ar” envolveu inúmeros cientistas ao longo do tempo (Fonseca 1998). 
No século XIX, Louis Pasteur realizou experiências que viriam a derrubar definitivamente 
a teoria da geração espontânea. Ele utilizou frascos com um pescoço semelhante a um 
pescoço de um cisne, preenchidos com caldo nutritivo e fervidos. Demostrou assim, que 
a poeira do ar continha microrganismos e que os mesmos contaminavam os meios 
nutritivos. Essas infusões fervidas permaneciam estéreis indefinidamente, pois o frasco 
com o gargalo semelhante a um “S” evitava a passagem dos microrganismos, mas não 
do ar propriamente dito (Pelczar et al.1988, Fonseca 1998). 
O físico John Tyndall, em 1881, contribuiu para a confirmação da teoria da biogénese, 
realizando uma experiência onde usou uma câmara de cultivo ou caixa, onde demostrou 
que o ar poderia ficar sem microrganismos simplesmente por permitir que as partículas 
de poeira se sedimentassem no fundo de uma caixa fechada (Pelczar et al.1988, 
Fonseca 1998). 
Desta forma foi aberta a oportunidade para o estudo da vida “invisível” existente no ar.  
 
2.2 – Definição 
 
A microbiologia do ar ou a aerobiologia é o ramo da biologia que se dedica ao estudo dos 
microrganismos que se movimentam e/ou existem na massa gasosa que nos envolve. 
Segundo Lima e Mota (2003), a microbiologia do ar “extramuros procura estudar os 
deslocamentos de microrganismos relevantes ambientalmente como, por exemplo, os 
mecanismos de transmissão de doenças nas plantas, animais; estudo da disseminação 
pelo ar de compostos de origem biológica... A aerobiologia em ambientes confinados ou 
intramuros torna-se relevante quando se focaliza a atenção para questões de ambiente 
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de trabalho ou doméstico ou se encaminha para ambientes ainda mais confinados como 
são exemplo laboratórios, as enfermarias ou salas de cirurgia...”. 
 
2.3 – O ar 
 
O ar é uma mistura de gases e partículas sólidas presentes na atmosfera da Terra 
(Westbroek 2002). 
O ar é composto, aproximadamente, por: 
 78% de azoto, 
 21% de oxigénio 
 0,97% de outros gases, incluindo 0,03% de dióxido de carbono, pequenas 
proporções de árgon, poluentes e vapor de água que pode variar entre 0 e 4% 
(tabela 1) 
 
Tabela 1. Composição média da atmosfera (em percentagem do volume) até uma altitude de 20 Km 









Azoto N2 78,08 106 anos Biológico e microbiológico 
Oxigénio O2 20,95 10 anos Biológico e microbiológico 
Vapor de água H2O 0 a 4 10 dias Físico-químico e biológico 
Árgon Ar 0,93 - Inexistência do ciclo 
Dióxido de carbono CO2 0,036 15 anos Biológico e antrópico 
Néon Ne 0,0018 - Inexistência do ciclo 
Hélio He 0,0005 10 anos Físico-químico 
Metano CH4 0,00017 7 anos Biogénico e químico 
Hidrogénio H2 0,00005 10 anos Biogénico e químico 
Óxido Nitroso N2O 0,00003 10 anos Biogénico e químico 
Ozono O3 0,000004 - Químico 
  Nota: Em itálico encontram-se os gases cujo valor é variável. 
 
Para além desta mistura de gases o ar também apresenta partículas sólidas e de material 
biológico (bioaerossóis) sob a forma de pólen, esporos de fungos, bactérias, vírus e micro 
fragmentos de plantas e animais (Jones e Harrison 2004, Oliveira et al. 2005).  
As partículas contendo material biológico podem não existir no ar como partículas 
isoladas. As bactérias podem aglomerar-se em células ou serem transportadas através 
do ar agregadas a fragmentos de plantas ou animais, poeiras, pólen ou esporos que se 
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mantêm suspensos na atmosfera. Os vírus podem ser transportados através de gotículas 
emitidas pelos animais (Jones e Harrison 2004). 
Factores relacionados com o local e com condições meteorológicas e sazonais como a 
temperatura, humidade, radiações/luz e velocidade do ar influenciam o processo de 
disseminação de partículas potencialmente prejudiciais (Brodie et al. 2007; Fang 2007). 
Por exemplo, a libertação de esporos de alguns fungos processa-se quando a humidade 
relativa desce e/ou aumenta a temperatura devido à exposição aos raios infravermelhos 
(Jones e Harrison 2004). A concentração bacteriana é mais alta em locais urbanos do 
que em locais rurais, variando com a temperatura e com a velocidade do vento (Jones e 
Harrison 2004; Brodie et al. 2007). 
Parâmetros físicos como o tamanho das partículas, a densidade e a sua forma também 
têm sido apontados como factores intervenientes neste processo (Górny 2004; 
Stetzenbach et al. 2004; Morawska 2006). 
Os locais interiores tendem a apresentar maior concentração de bioaerossóis devido a 
crescente utilização de sistemas de ar condicionado (Dales et al. 2008). 
 
2.4 – Ambiente interior  
 
Cerca de 90% do nosso tempo é gasto em ambientes fechados como o interior das 
habitações, locais de trabalho, áreas comerciais ou zonas de lazer, onde portas e janelas 
tendem a estar fechadas de forma a optimizar os sistemas de ar condicionados 
instalados nesses locais e/ou a evitar a entrada de substâncias poluentes oriundas da 
industria e auto-estradas existentes nas proximidades (Dales et al. 2008). 
O nível de poluentes nas habitações poder ser duas a cem vezes superior ao do ar 
exterior segundo um estudo recente desenvolvido pela Sociedade Portuguesa de 
Alergologia e Imunologia Clínica (SPAIC) e pelo Instituto UCB de Alergia (IoA) (Nunes et 
al. 2008). 
 
A qualidade do ar em ambientes interiores depende da concentração de poluentes e/ou 
contaminantes químicos, físicos e biológicos (Nunes et al. 2005; Dales et al. 2008). 
O Environmental Protection Department de Hong Kong estabelece um esquema de 
monitorização para a qualidade do ar interior (IAQ) composto pela medição de nove 
parâmetros: dióxido de carbono, monóxido de carbono, partículas em suspensão no ar, 
dióxido de azoto, ozono, formaldeído, compostos orgânicos voláteis, radão e contagem 
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de bactérias (Hui et al. 2007). As concentrações máximas recomendadas pelo HKEPD 
estão apresentadas na tabela 2. 
 
Tabela 2, Parâmetros estabelecidos pelo Environmental Protection Department de Hong Kong (HKEPD) para 
a Qualidade do Ar Interior (adaptado de Hui et al. 2007).  
Parâmetros 
Concentração 
Máxima de Referência 
Partículas em suspensão no ar 0,18 mg/m3 
Dióxido de carbono 0,01 mg/m3 
Monóxido de carbono 1,0 ppm 
Ozono 1,00 µg/m3 
Formaldeído 0,1 mg/m3 
Compostos orgânicos voláteis 0,6 mg/m3 
Dióxido de azoto 0,15 mg/m3 
Contagem de bactérias do ar 1 UFC/m3 
Rádon (*) 200 Bq/m3 
 
 
Em Portugal, o Decreto de Lei n.º 79/2006 de 4 de Abril estabelece idêntico conjunto de 
parâmetros para a qualidade do ar interior. Estes parâmetros são generalizados para 
todo o tipo de instalações, independentemente do tipo de actividade existente (Tabela 3). 
 
Tabela 3. Parâmetros estabelecidos pelo Decreto- Lei nº 79/2006, de 4 de Abril, para a Qualidade do Ar 
Interior (adaptado de Piteira, 2007). 
Parâmetros 
Concentração 
Máxima de Referência 
Partículas em suspensão no ar 0,15 mg/m3 
Dióxido de carbono 1800 mg/m3 
Monóxido de carbono 12,5 mg/m3 
Ozono 0,2 mg/m3 
Formaldeído 0,1 mg/m3 
Compostos orgânicos voláteis 0,6 mg/m3 
Microrganismos - bactérias 500 UFC/m3 
Microrganismos - fungos 500 UFC/m3 
Legionella (*) 100 UFC 
Rádon (*) 400 Bq/m3 
(*) se aplicável 
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2.5 – Ambiente hospitalar 
 
O meio ambiente hospitalar, incluindo o ar, a água e as superfícies inanimadas que 
envolvem o paciente, apresenta uma íntima relação com as infecções hospitalares 
(infecções nosocomiais), podendo proporcionar focos de contacto e de transmissão de 
doenças por bactérias e fungos (PNCI 2004b). Estima-se que cerca de 10% das 
infecções nosocomiais tenha como vector de transmissão o ar (Mclaron et al. 2006). 
 
Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as infecções nosocomiais são 
infecções adquiridas no hospital, ou em outras instalações clínicas, por um doente que foi 
admitido por outras razões de saúde e que na altura da admissão não estava presente 
nem em estado de incubação. Também podem ser infecções contraídas durante a 
estadia no hospital mas que aparecem depois do doente ter alta. A OMS inclui também, 
como infecções nosocomiais, infecções ocupacionais que ocorrem com o pessoal dentro 
das unidades hospitalares (Piteira, 2007). 
Relativamente ao ar ambiente nas salas operatórias este pode conter microrganismos, 
poeiras, células epiteliais e aerossóis provenientes da respiração dos ocupantes (Piteira 
2007). O bloco operatório tem, assim, sido descrito como local de risco para infecções 
pós-operatórias (infecções das suturas cirúrgicas, próteses ortopédicas, etc.) no espaço 
hospitalar (Afonso et al. 2004). 
 
 
2.5.1 – Modos de transmissão de doenças pelo ar 
 
Especificamente em feridas operatórias, o risco de infecção está relacionado com 
factores intrínsecos (do doente e da própria cirurgia), aspectos da preparação pré-
operatória e factores intra e post operatórios (PNCI 2004a).  
 
Nos factores intrínsecos, há a referir a diabetes, o tabagismo, a terapêutica com 
esteróides, o estado nutricional e as transfusões de sangue. Na preparação pré-
operatória do doente, o duche com anti-séptico, a tricotomia, a desinfecção das mãos do 
cirurgião e da restante equipa cirúrgica, a atitude perante o pessoal infectado ou 
colonizado, a profilaxia antibiótica e a duração do internamento pré-operatório são 
factores a ter em consideração. O ambiente no bloco operatório, o vestuário do pessoal 
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dos trabalhadores do bloco, os campos cirúrgicos, a assepsia e a técnica cirúrgica são 
factores intra-operatórios que condicionam o aparecimento da infecção do local cirúrgico. 
O factor post-operatório mais importante é o penso e a sua técnica de execução (PNCI 
2004a).  
 
Como foi dito anteriormente, o ar assume um papel importante na transmissão de 
infecções. A probabilidade de uma infecção ocorrer é directamente proporcional ao grau 
de contaminação bacteriana e à virulência do microrganismo, e inversamente 
proporcional à resistência do hospedeiro.  
A transmissão de microrganismos pode assim processar-se através de contacto directo 
ou indirecto (Walker et al., 2007).  
A transmissão de microrganismos que se encontram no ar é mediada através de 
gotículas (partículas maiores que 5µm) que se dispersam e se depositam até 2 metros 
relativamente à sua “fonte”, constituindo o modo de contacto directo. Por outro lado, o 
modo de contacto indirecto processa-se através de partículas (aerossóis e gotículas) com 
dimensões inferiores a 5µm que se mantêm suspensas por longos períodos podendo ser 
transmitidas por distâncias significativas através dos fluxos do ar (Wong e Leung, 2004; 
Walker et al., 2007). 
 
 
A transmissão por via aérea pode surgir nas seguintes situações: 
• por inalação de núcleos de gotículas projectadas de pessoa a pessoa, através de 
tosse, espirros e conversação, e durante a execução de diversas técnicas de 
aspiração e broncoscopia (exemplo da transmissão da tuberculose pulmonar) 
(Wong e Leung, 2004; Morawska 2006); 
• por inalação de gotículas de água na forma de aerossol por equipamento de 
humidificação ou nebulização ou por inalação de ar humidificado e contaminado 
(Piteira, 2007). 
• por contaminação do ar ambiente e dos sistemas de ventilação (Dales et al. 2008; 
Piteira, 2007); 
• por contaminação do ar devido a condutas de ar, obras ou locais húmidos (Alberti 




Como forma de diminuir a morbilidade e o custo dos cuidados associados às infecções 
nosocomiais preconiza-se, para além de toda a manutenção inerente ao bloco operatório 
(limpeza e desinfecção), o uso de vestuário apropriado, correcta preparação do paciente, 
cumprimento das normas de higiene e segurança e um sistema de ventilação adequado 
(Rainer et al. 2000; Humphreys e Taylor 2002; Dharan e Pittet 2002). 
 
 
2.5.2 – Factores que influenciam a qualidade microbiológica do ar em ambiente 
hospitalar 
 
A qualidade microbiológica do ar em ambientes hospitalar é influenciada por vários 
factores, dos quais se destacam a temperatura, a humidade, os sistemas de ar 
condicionado, ventilação e aquecimento, a movimentação de pessoas e a concentração 
de partículas e microrganismos. 
 
2.5.2.1 – Temperatura 
A temperatura é um dos factores mais importantes que influencia o crescimento e a 
sobrevivência microbianos. Os microrganismos possuem uma temperatura óptima de 
crescimento, acima e abaixo da qual a taxa de crescimento microbiano é reduzida 
(Pampulha 1998; Guo et al 2004). 
As gamas de temperatura que permitem o crescimento variam significativamente entre 
microrganismos, sendo usual definir-se quatro grandes grupos: psicrófilos, mesófilos, 
termófilos e hipertermófilos, como se pode verificar na figura 1.  
 
As proteínas e a composição fosfolipídica dos microrganismos podem alterar-se com a 
temperatura de crescimento. Os microrganismos psicrófilos possuem enzimas capazes 
de catalizar reacções mais eficientes a baixas temperaturas, sendo inactivadas a 
temperaturas entre 30 a 40ºC; o elevado teor em ácidos gordos insaturados nas suas 
membranas celulares permitem a sua fluidez a baixas temperaturas. Por outro lado, 
enzimas e outras proteínas dos microrganismos termófilos são muito estáveis ao calor e 
as suas membranas possuem ácidos gordos saturados que permitem a sua fluidez a 








Figura 1. Esquema representativo da relação temperatura/taxa de crescimento de um microrganismo (a) 
psicrófilo, (b) mesófilo, (c) termófilo, (d) hipertermófilo (adaptado de Pampulha, 1998). 
 
 
As gamas de temperatura existentes nas salas operatórias geralmente estão 
compreendidas entre os 20 – 23ºC (Piteira 2007). Os microrganismos que habitam 
ambientes com estas temperaturas enquadram-se assim na gama dos microrganismos 
mesófilos. Estes constituirão o alvo deste estudo. 
 
 
2.5.2.2 – Humidade 
A quantidade de água presente no meio influencia o transporte de oxigénio, a 
solubilidade dos constituintes e o pH. Demasiada humidade inibe as trocas gasosas 
originando zonas anaeróbicas, enquanto que baixos valores de humidade originam zonas 
secas e de baixa actividade microbiana (Lima e Mota 2003; Guo et al. 2004). 
Para a maioria dos espaços hospitalares, os parâmetros de humidade relativa 
(percentagem da quantidade de vapor de água no ar para a quantidade do vapor de água 
que o ar pode conter) estão compreendidos entre 30 – 60%. Percentagens superiores a 
60%, para além de serem consideradas não confortáveis, contribuem para o 
desenvolvimento de fungos. 
 
 
2.5.2.3 – Sistemas de ar condicionado, ventilação e aquecimento (AVAC) 
A qualidade de ar interior dos hospitais depende da existência de sistemas de renovação 
e tratamento de ar com pressão adaptada ao tipo de isolamento pretendido (negativa ou 
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positiva, de acordo com o tipo de isolamento, de contenção ou de protecção) existentes 
em locais estratégicos como blocos operatórios, unidades de cuidados intensivos e 
outras unidades específicas (PNCI 2004b). São recomendados sistemas que integrem 
aquecimento, ventilação e ar condicionado designados de AVAC (Dettenkofer et al. 
2003). 
Os sistemas AVAC permitem manter a temperatura e a humidade a níveis de conforto 
para os profissionais, doentes e visitas; controlar odores; remover o ar contaminado; 
renovar o ar de modo a proteger os ocupantes das instalações de possíveis 
microrganismos patogénicos transmitidos pelo meio ambiente e reduzir o risco de 
transmissão através do ar de microrganismos patogénicos de doentes infectados 
(Humphreys e Taylor 2002; Sixt et al. 2007; Piteira 2007). 
 
Segundo Humphreys e Taylor (2002), existe uma relação inversa entre o número de 
renovações de ar por hora e o número de contagem de bactérias no ar.  
Segundo Dharan e Pittet, alguns países recomendam para os blocos operatórios 20 
renovações de ar por hora de modo a obter uma concentração de microrganismos entre 
50-150 UCF/m3 de ar. As recomendações para controlo do ambiente do Programa 
Nacional de Prevenção e Controlo de Infecção preconizam que os sistemas de 
renovação de ar em bloco operatório devem ter pelo menos três entradas de ar fresco por 
hora e fazer 20-25 renovações de ar por hora (PNCI 2004b). 
 
Num sistema AVAC o ar do exterior entra para o sistema através de pré-filtros de baixa 
eficiência para remover as partículas de maior dimensão. Passa ao sistema de 
distribuição sendo ajustadas a temperatura e humidade apropriadas. Em seguida 
atravessa filtros de maior eficiência para remover as partículas de menor dimensão e 
muitos microrganismos. Por fim é distribuído por cada zona do edifício através de 
condutas. Na figura 2 pode observar-se um diagrama com o sistema de AVAC do bloco 
operatório onde foi realizado o estudo desenvolvido neste trabalho. Após ser distribuído 
por cada espaço, o ar entra no sistema de exaustão e é devolvido à unidade do sistema 
AVAC. Parte desse ar contaminado sai para o exterior; outra parte é misturada com a 











Figura 2. Esquema representativo da unidade de ar novo (UCA) e ventilador de extracção de ar (V.E.) do 




2.5.2.4 – Movimentação de pessoas 
As bactérias presentes no ar, em ambientes hospitalares, são na sua maioria, de origem 
humana (Vichard et al. 2006). Vários estudos têm vindo a demostrar que o número de 
pessoas presentes, o movimento desses indivíduos e o seu respectivo vestuário em 
ambientes fechados, como é o caso do bloco operatório, são responsáveis pela variação 
da concentração de partículas no ar e consequentemente pela variação da concentração 
de microrganismos (Senior 1993; Kruppa e Rüden 1993; Humphreys e Taylor 2002; 
Vichard et al.2006). 
 
 
2.5.2.5 – Concentração de partículas e microrganismos 
O aumento do nível de contaminação ambiental devido a um maior número de partículas 
e microrganismos no ar constitui um risco acrescido de infecções. Exemplo disso é o que 
acontece quando se realizam obras de construção e/ou renovação de instalações ou 
espaços dentro ou fora do hospital. Estas obras causam distúrbios de poeira 
contaminada com Aspergillus e/ou outro tipo de fungos como Rhizopus spp., Fusarium 
spp., Penicillium spp. e Pseudoallescheria spp., que podem produzir deslocações de ar 
com esporos (Alberti et al. 2001; Piteira 2007; Sixt et al.2007). A falta de espaços próprios 
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de armazenamento de material também tem sido apontada como tendo um possível 
contributo para a contaminação dos blocos operatórios (Perdelli et al. 2006). 
 
 
2.5.3 – Controlo microbiológico do ar em ambientes hospitalares  
 
O controlo microbiológico do ar é fortemente recomendado em situações de risco 
epidemiológico como no caso de risco de infecções nosocomiais. A avaliação 
microbiológica do ar em períodos regulares em locais de baixo risco, sem ocorrência de 
situações epidemiológicas, é controversa, uma vez que os resultados que se obtêm são 
válidos apenas para o local e o momento em que a colheita se realizou (Dharan e Pittet 
2002; Gangneux et al. 2006; Fleisher 2006). 
 
Por outro lado, Humphreys e Taylor (2002) defendem que a monitorização do ar em 
unidades hospitalares é essencial para garantir uma boa eficiência dos sistemas de 
ventilação e detectar variações de partículas contaminantes oriundas do vestuário de 
visitantes, pessoal operativo ou material médico. No entanto, no caso de não existirem 
medidas de controlo do ar interno, a existência de monitorizações regulares torna-se mais 
dispendiosa e os dados obtidos são impróprios e de difícil interpretação (Gangneux et al. 
2006). 
 
A monitorização microbiológica do ar em ambientes hospitalares tem sido realizada 
baseada em contagens de partículas e na contagem de unidades formadoras de colónias 
(UFC/m3) (Gangneux et al. 2006, Landrin et al. 2005). Safatov e colaboradores (2008), 
num trabalho recente, defendem que os bioaerossóis se tornam mais perigosos quanto 
maior é a concentração de microrganismos cultiváveis nestes. 
 
Os métodos dependentes de cultivo são os mais utilizados na avaliação da qualidade 
microbiológica do ar pois são métodos mais acessíveis e mais em conta 
economicamente, mas apenas permitem a detecção e o estudo dos microrganismos 
cultiváveis não abrangendo uma percentagem significativa de microrganismos que estão 
presentes no ar (Vanhee et al. 2008). Estima-se que apenas 1% ou menos (0,08%) dos 
organismos do ar são cultiváveis (Albrecht et al. 2007; Tringe et al.2008). Devido às 
exigências específicas de cada microrganismo, não existem procedimentos universais em 
que a detecção de todos os microrganismos seja possível. Estes métodos 
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frequentemente são morosos, requerendo tempo para a multiplicação microbiana e a 
partir desta para a realização de provas de identificação e caracterização desses 
microrganismos (Albrecht et al. 2007; Vanhee et al. 2008). 
 
Existem métodos de microscopia que permitem a detecção de microrganismos cultiváveis 
e não cultiváveis, fornecem resultados em tempo útil (algumas horas após a colheita), 
mas a quantificação é laboriosa, exige um alto nível de experiência e os resultados são 
muito variáveis. Para combater uma certa inexactidão e o tempo de demora destes 
métodos convencionais têm vindo a ser aplicados métodos não culturais mais sensíveis e 
específicos na identificação e quantificação da flora microbiana presente no ar, como 
técnicas de citometria de fluxo, imunofluorescência, citometria de fase sólida (Vanhee et 
al. 2008), técnicas baseadas em PCR (nomeadamente recorrendo a análise do rRNA 
16S, microarrays,- (Brodie et al. 2007) e ensaios bioquímicos (p.e. através de análise de 
β, 1-3-D-glucanos, ergosterol e ATP) mas o seu custo é elevado (Stetzenbach et al. 2004; 
Albrecht 2007; Godish e Godish 2007; Safatov et al. 2008; Vanhee et al. 2008).  
 
Por outro lado, outro aspecto fundamental neste tipo de estudo é o da amostragem, pois 
esta deverá ser representativa do ambiente que se pretende investigar (Stewart 1995). 
Os métodos disponíveis para as colheitas de ar podem ser classificados como activos ou 
passivos. Nos métodos activos existem equipamentos que recolhem, por técnicas 
diversas (filtração, aceleração centrífuga, impactação em líquido ou em suporte sólido) 
um determinado volume de ar que contacta com placas contendo meios de cultura 
apropriados ou com membranas que são posteriormente dissolvidas num meio adequado 
(Juozaitis et al. 1994, Gangneux et al. 2006; Godish e Godish 2007).  
No método passivo a colheita dos organismos é realizada recorrendo-se à sedimentação 
de partículas através da exposição de placas contendo meios de cultura apropriados. 
Não há correlação com os métodos activos já que a sedimentação é afectada pelo 
tamanho, forma e velocidade de deposição das partículas e não é possível controlar o 
volume de ar estudado. Por esta razão, este método não é o mais recomendado para o 
estudo das populações microbianas do ar (Stetzenbach et al. 2004). No entanto, constitui 
um método simples e barato de avaliação qualitativa, podendo ser adequado para 
avaliação de situações menos complexas. Aconselha-se o uso de placas de 9 cm de 
diâmetro colocadas a um nível de um metro do chão, 1 metro de distância das paredes e 
expostas durante 1 hora (PNCI 2004c) 
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Os locais de colheita devem ser seleccionados em função do risco: mesa operatória, 
mesa de instrumentação; e em função da circulação de ar, sendo recomendados os 
locais onde há menor circulação de ar (PNCI 2004c). As colheitas de ar deverão ser 
realizadas o mais próximo do local de risco de forma a obter resultados significativos 
(Dharan e Pittet 2002). 
 
 
2.5.4 – Legislação aplicável 
 
A definição de limites toleráveis ou aceitáveis de microrganismos (UCF/m3 de ar) em 
ambientes hospitalares e mais especificamente em salas de bloco operatório varia de 
país para país. Como já foi referido, em Portugal, o Decreto-Lei que regulamenta os 
níveis de concentração máxima de microrganismos é o Dec-Lei nº79/2006, de 4 de Abril, 
que estipula um máximo de 500 UFC/m3 para bactérias e fungos. Esta lei é aplicável para 
todos os tipos de ar interiores, não especificando parâmetros para áreas tão específicas 
como as unidades hospitalares. 
 
No Brasil, a lei em vigor estipula um limite máximo de 50 UFC/m3 para a contagem total 
de bactérias e fungos em ambientes onde existem fortes evidências de alto risco de 
ocorrência de eventos adversos dos seus ocupantes ou de pacientes (RE 2003). Num 
estudo efectuado, por Nunes e colaboradores (2005) ao ar de vários locais interiores, foi 
obtido uma média de 200 UFC/m3 de microrganismos em ambientes hospitalares. 
 
Em França, a Direcção Geral de Saúde estipulou como valores máximos recomendados 
para salas operatórias com fluxo de ar turbulento convencional 20 UFC/m3 (CTIN 2002). 
 
Segundo Dharan e Pittet (2004), o limite estipulado no Reino Unido é de 180 UFC/m3 
para o bloco operatório em funcionamento. Quando este não está a funcionar o valor 
desce para 35 UFC/m3 de ar e, na Suiça, o valor limite é 25 UCF/m3 nesta situação 
(Landrin et al. 2005). 
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3 - OBJECTIVOS  
 
“Análises periódicas à qualidade do ar interior em unidades hospitalares determinam as 
condições ambientais existentes, contribuem para uma manutenção e gestão adequadas 
de todo o sistema de climatização e reduzem o número de infecções causadas por 
contaminação ambiental” (Piteira, 2007). 
 
Numa perspectiva clínica não é apenas importante determinar e conhecer a quantidade 
dos microrganismos, mas também (até talvez sobretudo) saber qual a qualidade dos 
mesmos (Dharan e Pittet, 2002) ou, por outras palavras, conhecer que microrganismos 
habitam o ar. O conhecimento da existência de organismos patogénicos na atmosfera e a 
sua concentração, permite prever riscos potenciais para o Homem. Do mesmo modo, 
quando se conhecem toxinas e alergéneos produzidos por esses microrganismos 
(Safatov et al, 2008) é possível tomar medidas preventivas que evitem efeitos nocivos. 
 
Tendo em conta o exposto, pretende-se com este trabalho realizar um estudo que 
permita quantificar e caracterizar a flora microbiana do ar de uma sala do Bloco 
Operatório de um hospital da zona Centro-Norte de Portugal.  
 
É de salientar que a metodologia utilizada neste trabalho é dirigida para microrganismos 
cultiváveis. A identificação dos microrganismos encontrados baseia-se na sua 
caracterização fenotípica e funcional. 
 
Constituem objectivos específicos desta investigação: 
I. Quantificar o número total de microrganismos do ar (UCF/m3) de uma sala de 
bloco operatório. Verificar a variação de fungos e bactérias durante o período de 
um mês e comparar com a variação de microrganismos, no mesmo período, de 
um local de referência; 
 
II. Identificar as bactérias encontradas ao longo do estudo; 
 
III. Avaliar a susceptibilidade a agentes antimicrobianos das bactérias identificadas; 
 
IV. Pesquisar actividades enzimáticas extracelulares (lipases e proteases) das 
bactérias identificadas. 
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4 - MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 – Caracterização do local da amostragem 
 
A recolha das amostras de ar realizou-se na sala 1 do bloco operatório de um Hospital 
Distrital do Centro-Norte de Portugal. Nesta sala ocorrem intervenções de ortopedia e 
ginecologia. 
As amostras foram recolhidas após a rotina diária e limpeza da respectiva sala, isto é, 
após o último trabalho cirúrgico do dia e após o procedimento de higiene estabelecido, 
que consiste na limpeza das superfícies dos equipamentos, chão e paredes. 
Foi também realizada uma amostragem, num segundo local (extra bloco operatório), que 
serviu de referência ao presente estudo. Este local será denominado ao longo do estudo 
de Local Referência e localiza-se na entrada do serviço do Bloco Operatório (anexo 1). É 
um espaço onde se processa a transferência do doente para o Bloco Operatório. (anexo 
2). 
Realizou-se uma aferição do volume de ar a colher em cada local de amostragem que se 
baseou na realização de colheitas de 100, 500 e 1000L em triplicado em ambos os locais 
e com os meios definidos para este estudo. 
 
 
4.2 – Amostra 
 
As amostras de ar utilizadas para o estudo foram colhidas utilizando um método activo de 
colheita, por impactação de ar em meio de cultura agarizado, recorrendo a um colector de 
ar em paralelo para vários tipos de meios de cultura de modo a atingir os objectivos 
propostos.  
O colector de ar foi colocado no centro de cada local a estudar sensivelmente a um metro 
de altura do chão. 
Os volumes colhidos de ar foram de 1000L no bloco operatório e de 500L no local 
controlo. A amostragem realizou-se durante um mês, bissemanalmente e em triplicado. 
As placas foram incubadas em estufa com temperatura controlada de 20ºC. Foram 




4.3 – Equipamento 
 
O equipamento laboratorial utilizado neste estudo foi: 
 Colector de ar Air ideal, da casa comercial bioMerieux, conforme norma internacional 
ISO/DIS 14698 para a obtenção das amostras de ar. Este colector de ar obedece às 
normas internacionais para colheitas de ar neste tipo de salas no que respeita ao 
tempo de colheita (até 10 minutos), velocidade média de colheita de ar (100L/minuto) 
e velocidade de impactação (20m/segundo) de modo a minimizar os riscos de 
desidratação e deterioração provocada pelo impacto do ar no meio de agar 
(Gangneux et al, 2006). 
Baseia-se no princípio descrito por Andersen (Gangneux et al, 2006) em que um 
determinado volume de ar é aspirado por uma turbina e é obrigado a atravessar um 
crivo de forma a separar as partículas e fazendo com que o fluxo de ar formado 
obrigue estas a serem impactadas numa placa com meio de cultura colocado por 








 Mini Api®. (bioMérieux) 
O software mini Api® permite a leitura automática e a interpretação dos resultados das 
galerias de identificação e antibiograma dos reagentes da gama ID 32, rapid ID 32, ATB® 
e rapid ATB®.  
A galeria é composta por plástico transparente termoformado, comportando 32 cúpulas 
de reacção, onde é colocada uma suspensão de células. Após crescimento da cultura, o 
leitor do analisador reconhece o código da galeria e efectua as leituras transferindo a 
Ar aspirado Superfície tamizada 
Saída do ar 
Meio de cultura 
Microrganismos do ar Fluxo de ar 
Placa de Petri de 90 
ou 65 mm de diâmetro 
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informação para o computador. Neste é feita a tradução e transformação dos dados em 
comparação com uma base de dados. 
Uma descrição detalhada destes procedimentos encontra-se nos pontos 4.5 e 4.6 deste 
capítulo, assim como nos anexos 3 a 8. 
 
 
4.4 – Meios de cultura 
 
Os meios de cultura utilizados foram o meio RBC e o meio TSA, preparados conforme 
recomendações da casa comercial (Merck). Estes foram esterilizados em autoclave a 
121ºC durante 15 minutos, logo após a preparação. 
 
Para os meios utilizados é dada a composição para volumes de 1 litro: 
• Meio RBC 
Rose Bengal Chloranphenicol Agar: 32,2 g/L 
Composição típica (g/L): peptona micológica 5,0; glicose 10,0; hidrogenofosfato 
dipotássico 1,0; sulfato de magnésio 0,5; vermelho de bengala 0,05; cloranfenicol 0,1; 
agar-agar 15,5. 
 
• Meio Tryptic Soy Agar (TSA) 
Tryptic Soy Broth: 30 g/L 
Composição típica (g/L): peptona de caseína 17,0; peptona de farinha de soja 3,0; 
D(+) glicose 2,5; cloreto de sódio 5,0; hidrogenofosfato dipotássico 2,5. 
 
Este meio sólido foi preparado de acordo com a composição apresentada para o meio 
líquido correspondente, com o suplemento de 2% de Agar-Agar (Merck). 
 
4.4.1 – Aditivos utilizados 
 
Com o objectivo de tornar o meio TSA selectivo apenas para bactérias, foi utilizado um 
aditivo pertencente à categoria dos fungicidas, a cicloheximida (Fluka), de acordo com o 
descrito por Vanhee e seus colaboradores (2008). Foram preparadas soluções com 0,5 g 
de cicloheximida em 3 mL de etanol e esterilizadas por filtração, utilizando filtros de 
0,20µm de poro. Cada uma destas preparações foi adicionada a 250 mL de meio TSA (a 
uma temperatura aproximada de 50ºC) antes da sua distribuição em placas de Petri. 
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Para a pesquisa de actividade enzimática foram utilizados dois compostos, previamente 
esterilizados em autoclave a 121ºC durante 15 minutos, que foram adicionados ao meio 
TSA (+/-50ºC) antes da sua distribuição em placas de Petri. 
• Tween 20 (concentração final de 1%) para a pesquisa de lipases extracelulares. 
• Skim milk (concentração final de 1%) para a pesquisa de proteases 
extracelulares. 
 
4.5 – Identificação dos microrganismos 
 
Neste estudo apenas foram identificadas as estirpes bacterianas fenotipicamente 
diferentes. Foram utilizadas para a sua identificação galerias ID 32 G- para bacilos Gram 
negativo, ID 32 Staph e rapid ID 32 Strep para estirpes de estafilococos e estreptococos 
respectivamente (anexos 3, 4 e 5). 
 
Estas galerias contêm um conjunto de cúpulas de testes bioquímicos padronizados e 
miniaturizados. As cúpulas são inoculadas com uma suspensão bacteriana, com 
densidade óptima adequada, que reconstitui os meios reaccionais. As reacções 
produzidas durante o período de incubação a 37ºC traduzem-se por alterações coloridas 
espontâneas da cor do meio ou reveladas após adição de reagentes específicos.  
 
A utilização destas galerias é precedida pelo estudo de características morfológicas 
(anexo 9), baseada na coloração de Gram (anexo 10), e por ensaios bioquímicos como 
os testes da catalase e da oxidase (anexos 11 e 12). Este procedimento permite 
diferenciar as estirpes bacterianas em grupos distintos e definir a galeria mais adequada 
a utilizar.  
 
4.6 – Avaliação da susceptibilidade a agentes antimicrobianos 
 
De modo a avaliar a susceptibilidade a agentes antimicrobianos das bactérias deste 
estudo foram utilizadas galerias ATB G-5 para bacilos Gram negativo, ATB™ STAPH 5  
e ATB™ STREP para estirpes de estafilococos e estreptococos respectivamente, da casa 
comercial bioMerieux (anexos 6, 7 e 8). 
Trata-se de testes de crescimento dos microrganismos em presença de antibióticos. 
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Estas galerias contêm um conjunto de cúpulas com concentrações específicas de 
antibióticos. O aumento de opacidade devido ao crescimento bacteriano indica que o 
microrganismo não é sensível ao antibiótico. 
 
4.7 – Pesquisa de actividades enzimáticas extracelulares 
 
Enzimas produzidas por microrganismos têm sido apontadas como factores de virulência 
(Baarlen et al. 2007). A produção de enzimas extracelulares pode promover a adesão dos 
microrganismos ao hospedeiro e consequentemente a sua disseminação. Por outro lado, 
podem funcionar como alergéneos potenciais das vias aéreas, causando rinite, 
conjuntivite e ou asma (Baur 2005; Shin et al. 2008). 
Têm sido descritas inúmeras enzimas, como é o caso das proteases, que se sabe 
estarem envolvidas na alteração da integridade e permeabilidade dos epitélios e serem 
capazes de interagir com a superfície celular do receptor nas vias aéreas conduzindo à 
infiltração dos leucócitos e a transcrição genética mediada por integrões, citoquinas, etc. 
(Baur 2005). 
 
A coagulase é uma enzima responsável pela promoção da coagulação. É responsável 
pela localização e concentração dos microrganismos numa fase precoce da infecção, 
favorecendo a sua multiplicação e a criação de uma massa microbiana suficiente para 
permitir a sua disseminação pelo organismo hospedeiro. É produzida pelo 
Staphylococcus aureus, mais virulento que as outras espécies do mesmo género que não 
expressam a enzima. Enzimas hidrolíticas (p.e. fibrinolisina e hialuronidase) promovem a 
disseminação precoce do microrganismo invasor, diluindo o inóculo infectante e 
tornando-os mais sensíveis ao ataque dos mecanismos imunitários (Appelberg e Silva 
1998; Molnàr 1994; Falcone 2007). 
 
Neste trabalho foram realizadas a pesquisa de coagulase, proteases e lipases. 
 
Na pesquisa de actividades enzimáticas extracelulares das bactérias identificadas, 
nomeadamente a actividade proteolítica e lipolítica, foi utilizada a técnica de difusão em 
meio de Tryptic Soy Agar contendo respectivamente Skim milk a 1% e Tween 20 a 1% 
como substrato (anexo 13). 
O teste consistiu na inoculação (4µL) de uma suspensão de cada estirpe em estudo no 
meio adequado. Seguidamente as placas foram incubadas a 37ºC overnight 
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(aproximadamente 16 horas). No caso da produção de lipases os resultados foram lidos 
após 48 horas de incubação. 
O aparecimento de um alo translúcido, no meio contendo Skim milk, à volta do 
crescimento bacteriano, indica que o microrganismo é produtor de proteases. 
Por outro lado, no meio contendo o composto Tween 20, a formação de um precipitado à 
volta do crescimento bacteriano é indicador da produção de lipases (Pavlov et al. 2004). 
 
Também foi realizada a pesquisa da enzima coagulase em todas as estirpes de 
estafilococos. O teste consistiu na inoculação de uma colónia da bactéria em plasma 
humano com citrato de sódio. A formação de coágulo após 4 horas de incubação a 37ºC 
é indicadora da presença da enzima (anexo 14). 
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5 - RESULTADOS 
 
 
Os resultados apresentados são expressos por unidades formadoras de colónias (UFC) 
por volume de ar colhido, isto é, por metro cúbico (m3) de ar (anexo 15). 
Os resultados do local controlo foram sujeitos a conversão estatística do valor mais 
provável encontrado de UFC/m3 a partir de um volume de ar inferior a 1000L, através de 
uma tabela baseada no princípio de Feller, fornecida pelo fabricante. 
 
Realizou-se uma aferição do volume de ar a colher em cada local de amostragem. Assim, 
antes de se dar início ao estudo foram realizadas, em ambos os locais em estudo, 
colheitas de 100, 500 e 1000L em triplicado. Os resultados obtidos (tabela 4) mostraram 
que o volume de ar colhido seria 1000L no bloco operatório e de 500L no local de 
referência. 
 
Tabela 4. Determinação do número de unidades formadoras de colónias segundo o volume de ar colhido. 




Volume de ar colhido (L) 
UFC 
Bloco operatório Local de referência 
bactérias fungos bactérias fungos 
100 1 0 31 1 
500 1 1 96 3 
1000 4 3 144 9 
 
 
Os valores obtidos no bloco operatório foram inferiores a 4 UFC/m3 tanto para bactérias 
como para fungos. No local de referência, para o volume de ar de 500L, obteve-se 96 
UFC/m3 de bactérias e 3 UFC/m3 de fungos.  
 
A sala do bloco operatório em estudo apresenta um sistema de renovação e tratamento 
de ar com pressão positiva que proporcionava uma ventilação homogénea e valores 
médios, de amostragem, de 18,4ºC e 52,5% de temperatura e de humidade relativa, 
respectivamente. No local de referência o valor médio da temperatura situou-se nos 
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Figura 4. Distribuição dos valores de temperatura encontrados durante as colheitas no bloco operatório e 
local de referência. 
 
Após determinação do volume adequado de colheita para cada um desses locais em 
estudo, foram realizadas colheitas bissemanais durante um período de 4 semanas, 
durante o mês de Maio de 2008. 
 
O número de intervenções cirúrgicas por dia situou-se entre 4 e 9 como se pode observar 
na figura 5. Nas colheitas 2 e 8, para além da rotina ortopédica, realizaram-se 2 





























Figura 5. Distribuição do número e do tipo de cirurgias realizadas por dia no bloco operatório por ordem de 
colheita. 
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Após análise dos resultados, verificou-se que ambos os locais apresentam uma 
distribuição de valores (UFC/m3) com uma acentuada assimetria positiva, com densidade 
mais elevada no local de referência (anexo 16). Em seguida proceder-se-á a uma 
descrição pormenorizada dos resultados obtidos. 
 
 
5.1 – Bactérias 
 
A figura 6 mostra a distribuição dos valores de UFC de bactérias dos locais em estudo. 
Pode verificar-se a existência de uma elevada diferença entre os valores relativos ao 
número de UFC de bactérias determinadas para a sala do bloco operatório e para o local 
que serviu de referência. Assim, a sala do bloco operatório em estudo apresenta 
concentrações de bactérias muito mais baixas que no local de referência. Adicionalmente 
o número de UFC de bactérias no local de referência em relação a sala do bloco 
operatório apresenta uma variação maior ao longo do período de amostragem. 
 















Figura 6. Dispersão de bactérias (UFC/m3) das amostras individuais por ordem de colheita no bloco 





5.2 – Fungos 
 
A figura 7 permite-nos verificar que os valores obtidos nos dois locais de colheita, embora 
diferentes não diferem em muito em ordem de grandeza, ao contrário do que o que 
aconteceu no caso das bactérias, como se pode ver nos resultados apresentados no 
ponto anterior. 
No entanto, o local de referência apresenta concentrações de UFC de fungos mais altas 
e mais variáveis, ao longo do tempo, em relação a sala do bloco operatório. 
 













Figura 7. Dispersão de fungos (UFC/m3) das amostras individuais por ordem de colheita no bloco operatório 




5.3 – Caracterização da flora microbiana 
 
Neste estudo verificou-se o predomínio de estirpes de cocos Gram positivo (98%) ao 
longo do período de amostragem (Figura 8), tendo-se encontrado exemplares Gram 








Figura 8. Distribuição das estirpes encontradas na sala do bloco operatório, de acordo com a sua morfologia 




















Figura 9. Distribuição das estirpes encontradas na sala do bloco operatório, de acordo com a sua morfologia 




Adicionalmente, podemos ainda verificar que 89% de todas as bactérias identificadas 
eram estafilococos, sendo que apenas 9% era estreptococos (figura 10) que foram 





























Figura 11. Distribuição das estirpes encontradas na sala do bloco operatório, de acordo com o grupo ao 
longo do período de amostragem. 
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Os gráficos representativos da distribuição das estirpes bacterianas estudadas por 
colheita (figura 12 e 13) evidenciam a presença da estirpe Staphylococcus cohnni cohnni 
como uma presença constante ao longo do período em que foi realizada a amostragem, 
sugerindo que esta possa ser uma espécie residente do bloco operatório. 
 
Figura 12. Distribuição das estirpes encontradas na sala do bloco operatório, de acordo com o grupo ao 


















































































































5.4 – Avaliação da susceptibilidade a agentes antimicrobianos e pesquisa de 
actividades enzimáticas extracelulares 
 
O aumento crescente de estirpes bacterianas resistentes aos antibióticos constitui hoje 
um problema de Saúde Pública. O uso excessivo e inadequado de antibióticos criou 
novos tipos de problemas, causando doenças emergentes com bactérias 
tradicionalmente resistentes aos antibióticos habituais (Köhler et al. 1999; Sousa 2005; 
Henriques et al. 2006). 
É possível, e de uma forma cada vez menos complexa, estudar in vitro o comportamento 
de agentes infecciosos ou potencialmente infecciosos face aos diferentes grupos de 
antibióticos. 
 
Por outro lado, a realização de testes simples de difusão permitiu a pesquisa de 





Figura 14. Pesquisa de actividade proteolítica. Nesta fotografia encontram-se algumas dos microrganismos 
testados. Os isolados 4, 5, 7, 8, 10, 11 e 13 apresentam actividade proteolítica extracelular. 
 
 
O resumo dos resultados relativos à susceptibilidade a agentes antimicrobianos mais 
usados na clínica e a pesquisa de actividade enzimática das estirpes encontradas no 
bloco operatório são apresentados na tabela 5. Também são fornecidas informações 
acerca da morfologia e comportamento bioquímico das mesmas estirpes.  
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Morfologia Catalase Coagulase Oxidase 
Susceptibilidade aos antibióticos Enzimas 
Resistente Intermédio Protease Lipase 
2C4L1 Acinetobacter junii - bacilo n.d. n.d. neg CFT, CXT, CXM, CA1 AMO neg neg 
2C3L1 Aercoccus viridans + coco neg n.d. n.d. ERY, CLI, CMP, TSU, OXA   pos neg 
1C4L1 Enterobacter gergoviae - bacilo n.d. n.d. neg CFT, CXT, CXM, OXA,CA1  neg neg 
1C6L1 Micrococcus luteus + coco pos neg n.d. NOR, FUR, OXA   pos neg 
3C2L1 Staphylococcus capitis + coco pos neg n.d.     pos neg 
4C2L1 Staphylococcus capitis + coco pos neg 
n.d. 
PEN   neg neg 
3C1L1 Staphylococcus cohnii cohnii + coco pos neg n.d. PEN   neg pos 
1C3L1 Staphylococcus cohnii cohnii + coco pos neg n.d. PEN, ERY,   neg neg 
2C1L1 Staphylococcus.cohnii cohnii + coco pos neg n.d. PEN, ERY, OXA CLI neg pos 
1C1L1 Staphylococcus cohnii ureal + coco pos neg n.d. PEN, OXA ERY, FUC pos neg 
1C7L1 Staphylococcus cohnii ureal + coco pos neg n.d. PEN, ERY, OXA CLI, TET, FUC neg neg 
2C2L1 Staphylococcus epidermidis + coco pos neg n.d. PEN, TSU   pos pos 
3C4L1 Staphylococcus epidermidis + coco pos neg n.d. PEN, ERY   pos pos 
5C4L1 Staphylococcus hemolyticus + coco pos neg n.d. PEN, ERY CLIN, TEC neg neg 
5C2L1 Staphylococcus hominis + coco pos neg n.d.   ERY pos neg 
1C8L1 Staphylococcus kloosii + coco pos neg n.d. PEN, NOR,OXA   pos neg 
4C4L1 Staphylococcus warneri + coco pos neg n.d. PEN, TSU, ERY, OXA   neg pos 
1C5L1 Staphylococcus xylosus + coco pos neg 
n.d. 
PEN FUC pos neg 
2C8L1 Staphylococcus lugdunensisl + cco pos neg n.d. PEN, ERY, TET, LVX,  FUC pos neg 
2C7L1 Kocuria rosea + coco pos neg n.d. PEN, TSU, RFA, FUR, OXA  neg neg 
1
 PEN- Penicilina G; CFT- Cefalotina; CXT- Cefoxitina; CXM- Cefuroxime; OXA- Oxacilina ERY- Eritromicina CLI-Clindamicina NOR- 
Norfloxacina; LVX- Levofloxacina TSU-Cotrimoxazol FUR- Nitrofurantoína RFA- Rifampicina; TET-Tetraciclina; TEC- Teicoplanina; FUC- 




A figura 15, 16 e 17 fornece informação mais pormenorizada relativamente à 
percentagens de resistências dos isolados face aos antibióticos. 
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Figura 15. Percentagem de resistências dos estafilococos estudados aos antibióticos testados da galeria 
ATBTM Staph 5 (bioMérieux). 
 
 
Figura 16. Percentagem de resistências dos estreptococos estudados aos antibióticos testados da galeria 




Figura 17. Percentagem de resistências dos bacilos gram negativos estudados aos antibióticos testados da 




6 – DISCUSSÃO DOS RESULTADOS  
 
 
O objectivo deste projecto foi proceder à caracterização da comunidade microbiana 
existente no ar de uma sala do bloco operatório, com base na quantificação de fungos e 
bactérias e na identificação destas últimas, assim como a sua caracterização fenotípica e 
bioquímica. Especificamente, pretendia-se também avaliar a existência de potenciais 
riscos para a saúde humana causados pela presença de microrganismos. 
 
Pela análise dos resultados obtidos, pode-se afirmar que o ar na sala do bloco operatório 
em estudo apresenta um conteúdo em microrganismos que está de acordo com os 
resultados de diversos autores. Landrin e colaboradores (2005) obtiveram contagens 
entre 0 a 38 UFC/m3 e Araújo e colaboradores (2008) num estudo em ambiente hospitalar 
protegido com filtros HEPA (high-effiiciency particulare air) obtiveram valores inferiores a 
5 UFC/m3 de fungos. No presente estudo, o número de UCF encontradas por m3 respeita 
os limites estabelecidos pela lei portuguesa em vigor (Dec. Lei 79/2006, de 4 de Abril), 
embora a mesma não estipule limites específicos para ambientes hospitalares, 
nomeadamente blocos operatórios. 
Os valores médios obtidos, 5 UFC/m3 para bactérias e 1 UFC/m3 para fungos, encontram-
se abaixo dos valores estipulados para estes microrganismos por alguns países, como 
por exemplo o Reino Unido e a Suíça, nas condições em que foi realizado este estudo 
(Landrin et al. 2005).  
Este estudo mostrou que o sistema AVAC da sala operatória é adequado já que quando 
comparado com o local de referência, apresenta valores muito abaixo dos encontrados 
neste local. O local de referência localiza-se na entrada do serviço do Bloco Operatório 
(anexo 1). O sistema de ventilação, embora comporte filtros de grande eficiência - filtros 
HEPA, não é específico deste espaço, que apresenta assim temperatura mais elevada e 
menor pressão do que a sala do bloco operatório. É um espaço comum onde se processa 
a transferência do doente para o Bloco Operatório e por onde elementos das equipas 
(bloco operatório e enfermarias) e doentes interagem, nem que seja por períodos curtos 
de tempo, existindo o risco de contaminação. 
Os parâmetros de contaminação ambiental nomeadamente a microbiológica, previstos 
pela legislação portuguesa em vigor, deveriam definir limites específicos para este tipo de 
locais, uma vez que o conhecimento de valores críticos microbiológicos em ambientes 
hospitalares constitui uma medida de prevenção e de diminuição do risco de transmissão 
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de doenças infecciosas, além de constituir uma ferramenta válida para avaliação de 
medidas internas de controlo do ar desses espaços. 
Os resultados aqui apresentados sugerem que além do sistema AVAC ter uma grande 
influência na qualidade microbiológica do ar do Bloco operatório, também as rotinas de 
limpeza a influenciam. Efectivamente, nas colheitas 3 e 5, do local 1 (figura 4), foram 
obtidos valores mais baixos de UFC/m3 de bactérias do que nas outras colheitas. Nesses 
dias, a sala foi submetida a uma limpeza mais profunda, em que para além do 
procedimento de higiene entre cirurgias (limpeza de superfícies de equipamento, chão e 
paredes), se executou a lavagem (esfrega) do chão, limpeza das grelhas do ar 
condicionado e do sistema de exaustão, assim como a respectiva mudança dos filtros 
deste último. É provável que a realização destes procedimentos de limpeza e desinfecção 
mais específicos tenham contribuído para a diminuição do número de UCF/m3 existentes, 
já que constituiu uma forma de remoção de partículas e microrganismos depositados 
nessas superfícies que com os fluxos de ar podem ser arrastados e transportados. 
Por outro lado, reforça a noção de que “...a qualidade microbiológica do ar deverá ser 
considerada como um espelho das condições higiénicas do bloco operatório.” 
(Pasquarella et al, 2004). 
Relativamente ao número de intervenções cirúrgicas realizadas por dia e à sua provável 
relação com os valores obtidos nas colheitas supracitadas não parece existir relação. 
Uma vez, que nas colheitas 3 e 5 constatou-se o maior e o menor número de operações 
realizadas por dia durante o período de amostragem. 
Neste estudo, predominam os microrganismos de Gram positivo (98%). Este resultado 
está de acordo com os resultados de diversos autores, cujos estudos realizados com 
métodos dependentes de cultivo, referem que a maior percentagem de microrganismos 
existentes neste meio são microrganismos Gram positivo (Augustowska e Dutkiewics 
2006; Osman et al. 2008; Tringe et al. 2008). Porém, estudos em que paralelamente aos 
métodos clássicos foram utilizados métodos independentes do cultivo verificaram a 
existência de uma maior variabilidade microbiana evidenciando uma menor quantidade 
de microrganismos Gram positivo em prol das proteobactérias (bactérias Gram negativas) 
(La Duc e tal. 2007; Osman et al. 2008; Tringe et al. 2008). Os estudos realizados por 
Osman e colaboradores (2008) e La Duc e colaboradres (2007) em cabines de aviões 
comerciais cujo ar é tratado por filtros HEPA, tal como as salas operatórias, mostraram 
existir uma percentagem de microrganismos pertencentes ao filo das proteobactérias que 
rondou os 58 e 77% respectivamente. Esta discrepância, relativamente aos resultados 
obtidos nos estudos realizados com métodos clássicos pode dever-se a vários factores, 
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nomeadamente ao facto, como já foi referido, destes métodos independentes do cultivo 
serem mais sensíveis e específicos na identificação e quantificação da flora microbiana. 
O facto de existir uma maior percentagem de bactérias Gram positivas poderá estar 
relacionado com alguns factores estruturais das bactérias Gram positivo. A título de 
exemplo a parede celular das bactérias Gram positivo é constituída por uma 
monocamada espessa, não estratificada predominantemente de peptidoglicano 
(aproximadamente 70%), apresenta uma característica rígida e é responsável por permitir 
que este tipo de bactérias possam habitar ambientes hipotónicos (Sousa 2005). 
Apresentam pressão osmótica interna elevada ao contrário das bactérias Gram negativas 
(Sousa 2005) e algumas espécies têm capacidade de formar esporos. Assim, a 
superioridade numérica das bactérias Gram positivo relativamente às bactérias Gram 
negativas existentes no ar poderá estar relacionada com uma maior resistência a este 
ambiente inóspito. 
As estirpes predominantemente encontradas neste estudo são estafilococos (89%). Os 
Staphylococcus spp. têm sido associados a casos de infecção hospitalar, disseminados 
por equipamentos de ar condicionado (Afonso et al., 2004).  
Neste estudo, mais de 80% das estirpes encontradas apresentam resistência à Penicilina 
G. Este antibiótico é principalmente activo contra bactérias Gram positivo não produtoras 
de β-lactamases (Sousa 2005). A elevada taxa de resistência apresentada pelas estirpes 
estudadas pode dever-se à larga utilização deste tipo de antibiótico em medicina nos 
anos 80 e 90 cuja aplicação incidia no tratamento de infecções pneumocócicas, 
estreptocócicas, estafilocócicas, infecções por anaeróbios, meningites, blenorragia, 
actinomicoses, difteria, listeriose, erisipela, leptospiroses entre outras situações (Sousa 
1991). 
Todas as bactérias de estafilococos estudadas são coagulase negativo (SCoN) e cerca 
de 40% apresentam um índice médio de resistência à oxacilina. 
Os ScoN, em tempos considerados contaminantes com pouca importância clínica, têm 
vindo a ser reconhecidos como importantes agentes etiológicos das bacteriémias 
hospitalares devido à multiresistência apresentada aos antibióticos nomeadamente à 
oxacilina. Segundo Azevedo e colaboradores (2007), “estirpes ScoN resistentes à 
meticilina (oxacilina) são problemáticas porque os microrganismos vão apresentar 
resistência cruzada a virtualmente todos os β-lactâmicos e também a outras classes de 
agentes antimicrobianos.” 
Este facto poderá ser parcialmente explicado pelo facto de as β-lactamases das bactérias 
Gram positivo serem geralmente induzíveis, isto é, só serem produzidas na presença do 
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antibiótico. Como a parede celular das bactérias Gram positivo não representa barreira à 
permeação dos compostos, as β-lactamases são excretadas para o exterior - 
exolactamases - exercendo a sua acção (Sousa 2005). Por outro lado, podem existir 
mutações genéticas que originem alterações dos alvos dos antibióticos β-lactâmicos 
(PBP’s - Penicillin Binding Proteins), da permeabilidade da membrana celular, assim 
como a existência de mecanismos de efluxo de antibióticos nestes microrganismos 
(Kölher et al. 1999; Higgins et al. 2001; Sousa 2005). 
Neste trabalho não foram encontradas estirpes coagulase positivo de Staphylococcus 
aureus. Devido à sua característica de produzir a enzima coagulase, a presença destas 
estirpes em ambientes hospitalares é preocupante uma vez que esta estirpe apresenta 
uma maior virulência (maior capacidade de adesão e invasão) que as outras do mesmo 
género que não expressam esta enzima e é responsável por muitas situações de 
infecções hospitalares (Appelberg e Silva 1998). 
 
Weinstein e colaboradores (1998) referem que bactérias como o Staphylococcus warneri 
e Staphylococcus capitis, identificadas neste estudo, foram descritas como responsáveis 
por endocardites e bacterémias. Referem ainda que as espécies Staphylococcus 
epidermidis, Staphylococcus hominis e Staphylococcus haemolyticus, também 
identificadas neste trabalho, são as mais comuns detectadas em hemocultura. Também 
são descritos casos de infecções de feridas e de próteses por parte destes 
microrganismos (Falcone et al. 2007). De salientar que este estudo realizou-se numa sala 
do Bloco Operatório onde se realiza essencialmente a prática ortopédica. Ter 
conhecimento da existência destas espécies e possíveis complicações relacionadas com 
as mesmas é importante para uma melhor actuação e diminuição de estados de 
morbilidade devido à rejeição de próteses ou infecções de suturas, e, em casos mais 
graves sepsis ou até morte do doente. 
 
Constata-se a existência de uma estirpe presente em todas as colheitas, o 
Staphilococcus cohnii cohnii, sugerindo que esta seja uma estirpe residente deste local; 
seguido do Staphilococcus cohnii ureal presente em 62,5% das colheitas. Estirpes de 
Staphilococcus cohnii spp. têm sido descritas como patogénicos oportunistas causadores 
de situações infecciosas como meningite (Okudera et al, 1991) e septicemia (Basaglia et 
al. 2003). A sua presença também tem sido referenciada em ambientes hospitalares 
como unidades de cuidados intensivos (Szewczyk e Różalska 2000). O uso de 
substâncias desinfectantes e anti-sépticas (biocidas) utilizadas habitualmente neste tipo 
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de locais pode ter sido um factor promotor à selecção destas estirpes, uma vez que têm 
sido descritas reacções cruzadas entre biocidas e antibióticos utilizados em ambientes 
hospitalares (Higgins et al. 2001). Isto é, estas estirpes poderão ter desenvolvido 
mecanismos de resistência aos biocidas em uso, como por exemplo alterações da 
membrana citoplasmática, conferindo-lhes, por outro lado, capacidade de resistência a 
outros factores adversos do meio ambiente (temperatura, humidade, antibióticos, etc), 
contribuindo desta forma para a presença constante destas estirpes no local. 
 
Por outro lado estirpes, identificadas com menos frequência que as descritas 
anteriormente, como a Kocuria rosea (também conhecida como Micrococcus roseus) e 
Micrococcus luteus também têm sido referenciadas como patogénicas oportunistas 
causadoras de bacterémias em doentes imunocomprometidos. (Altuntas et al. 2004).  
 
Foi identificado o Aerococcus viridans em duas colheitas. Estes microrganismos são, há 
mais de três décadas, referenciados como microrganismos prevalentes em diversas 
áreas hospitalares sem grande relevância clínica (Kerbaugh e Evans 1968). 
Em apenas numa colheita (colheita 4) foram identificadas duas estirpes de bacilos de 
Gram negativo. O Enterobacter gergoviae que tem sido identificado em cosméticos, água 
e também em isolados clínicos (Davin-Regli et al. 2006) e descrito como causador de 
infecções nosocomiais (Ganeswire et al. 2003). A outra estirpe isolada, o Acinetobacter 
junni também é considerada um microrganismo patogénico emergente de infecções 
nosocomiais, estando associado a bacteriémias de prematuros e de doentes oncológicos 
(Linde et al. 2002). A execução dos respectivos antibiogramas mostra idêntico 
comportamento perante os agentes antimicrobianos estudados, nomeadamente 
resistência a antibióticos pertencentes à classe dos β-lactâmicos como a cefalotina, a 
cefoxitina e o cefuroxime. 
A resistência que estas estirpes apresentam às cefalosporinas usualmente usadas na 
terapêutica hospitalar, pode ser devido à reduzida permeabilidade da membrana externa 
das bactérias Gram negativo e, tal como foi referido anteriormente para os estafilococos, 
estas resistências também podem ser devidas à alteração das proteínas de ligação à 
penicilina (PBP’s - Penicillin Binding Proteins) por mutações genéticas, à existência de 
mecanismos de efluxo e/ou à produção de β-lactamases (Kölher et al, Higgins et al. 2001; 
Sousa 2005). A galeria utilizada (ATBG-) apresenta um teste (CA1) que detecta este 
último mecanismo de resistência referido. O crescimento (turvação) nesta cúpula indica 
presença de β-lactamases. 
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A pesquisa de actividade enzimática das estirpes estudadas, permitiu verificar que 75% 
das estirpes apresentam actividade lipolítica, enquanto que 50% apresentam actividade 
proteolítica. Foi ainda verificado que apenas 10% das estirpes apresentam produção 
simultânea das enzimas estudadas. 
Bactérias produtoras de enzimas proteolíticas ou lipolíticas, como as que foram 
estudadas podem constituir, em doentes imunocomprometidos, um risco acrescido, uma 
vez que a expressão de actividade enzimática das bactérias está relacionada com a 
capacidade de adesão e invasão no hospedeiro (Baur 2005). Curioso, é verificar que as 
estirpes produtoras em simultâneo destas enzimas correspondem a estirpes de 
Staphylococcus epidermidis, microrganismos que fazem parte da flora normal da pele. 
 
O facto de existir uma percentagem significativa de estirpes resistentes que expressam 
actividades enzimáticas extracelulares num bloco operatório é indesejável e é 
preocupante uma vez que além de poder comprometer a saúde dos indivíduos que 
frequentam aquele local (doentes ou trabalhadores) corre-se o risco de falência da 
antibioterapia aplicada. Está descrito que as resistências podem ser transferidas para 
outros microrganismos, através de plasmídeos, transposões, integrões e cassetes 
genéticas de resistência existentes nas células bacterianas (Köhler et al. 1999; Higgins et 
al. 2001; Sousa 2005; Henriques et al. 2006; Moura et al. 2007) e isto limita seriamente a 
utilidade terapêutica antibacteriana. A antibioterapia, quer seja preventiva ou curativa, em 
doentes poderá não ser eficiente obtendo-se como consequência uma taxa de 
morbilidade e/ou mortalidade indesejável (Sousa 2005).  
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7 – CONCLUSÃO 
 
 
O estudo de fontes de contaminação em ambientes hospitalares é hoje, e 
justificadamente, uma actividade em crescimento. A existência de situações 
epidemiológicas ocorridas em ambientes hospitalares, torna-se altamente perniciosa, 
uma vez que pode causar mortalidade ou morbilidade dos pacientes, principalmente em 
indivíduos imunocomprometidos.  
 
Por isso e de uma maneira geral, a realização de monitorizações ao ar torna-se 
conveniente dada a relação que existe entre Homem e o ambiente. É pois justificada a 
relação entre o aparecimento de situações epidemiológicas capazes de afectar a vida do 
indivíduo e a necessidade de procurar na investigação respostas para criar estratégias 
que minorem ou previnam os efeitos/consequências dessas situações. 
 
Foi, portanto, tendo como horizonte esta dupla realidade, a contaminação microbiológica 
do ar em ambiente hospitalar e a sua possível relação com situações 
epidemiológicas/infecção que se perspectivaram os objectivos deste estudo. Foi possível 
verificar que a qualidade do ar desse espaço crítico respeita os padrões normativos em 
vigor e que a flora microbiana encontrada é semelhante à encontrada noutros estudos 
realizados. 
 
Este trabalho mostrou que o estudo microbiológico do ar numa área crítica hospitalar, 
como é o bloco operatório, permite verificar o estado real do local e se as medidas 
implementadas de controlo do ar interno como as manutenções regulares do sistema 
AVAC, medidas de higiene e segurança, físicas e humanas, são eficientes.  
Neste estudo foi identificada uma espécie que parece ser residente e foram encontradas 
espécies descritas como patogénicas oportunistas, o que deverá servir como factor de 
alerta. 
 
Globalmente, a metodologia e as técnicas utilizadas neste estudo mostraram serem 
válidas para a realização de estudos microbiológicos do ar, fornecendo informação válida 
e conhecimento científico sobre os microrganismos encontrados. 
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Esperamos e desejamos que se realizem estudos idênticos a este, a uma escala mais 
alargada. E, articulados com equipas multidisciplinares de controlo de infecção, seja 
possível estabelecer limites legislativos específicos de contaminação microbiológica do ar 
para estes locais, de preferência com técnicas mais abrangentes (citometria de fluxo, 
etc.) e se possível de resposta mais rápida.  
 
Seria uma mais-valia para este trabalho, aprofundar o estudo procedendo-se à 
identificação dos fungos encontrados nas amostragens. Isto porque os fungos constituem 
potencial risco para a saúde humana em ambientes hospitalares. Assim como estudar as 
restantes salas do Serviço do Bloco Operatório de modo a comparar a flora predominante 
de cada sala e verificar a sua provável relação com as patologias de intervenção. 
 
Tomar conhecimento desta realidade e das acções para minimizar os riscos de possíveis 
desequilíbrios, é uma forma de contribuirmos para a melhoria da qualidade dos serviços 
de saúde prestados. 
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Figura 18. Esquema (parcial) representativo do Serviço do Bloco Operatório. A vermelho encontram-se 
assinalados os locais de colheita (local 1 e local de referência). 
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Figura 19. Vista isométrica da sala do bloco operatório. Entradas e saídas de ar. 
Portas
 










Galeria de identificação de bacilos Gram negativo 
 
Figura 22. Esquema representativo do procedimento para a identificação de estirpes de bacilos Gram 




Galeria de identificação de estafilococos 
 
Figura 23. Esquema representativo do procedimento para a identificação de estirpes de estafilococos, 




Galeria de identificação de estreptococos 
 
Figura 24. Esquema representativo do procedimento para a identificação de estirpes de estreptococos, 




Galeria de antibiograma para bacilos Gram negativo 
 
Figura 25. Esquema representativo do procedimento do antibiograma para estirpes de bacilos Gram 




Galeria de antibiograma para estafilococos 
 
Figura 26. Esquema representativo do procedimento do antibiograma para estirpes de estafilococos, 




Galeria de antibiograma para estreptococos 
 
Figura 27. Esquema representativo do procedimento do antibiograma para estirpes de estreptococos, 
utilizando galerias ATB™ STREP 5 (bioMérieux). 
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Gram positivo Gram negativo Gram negativo 
Oxidase Catalase 
Enterobacteriaceae Staphylococcus 













Roxo Roxo Vermelho Vermelho 
 
Figura 28. Esquema dicotómico dos testes a realizar antes da escolha das galerias de identificação e de 
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos do sistema miniApi (Adaptado do  PNCI 2004c). 
 63
Anexo 10 
Coloração DIFERENCIAL - Método de Gram (Casa Comercial bioMérieux) 
 
Reagentes 
Composição: fórmula teórica para 1 litro: 
R1- Solução de violeta cristal oxalatado: 
- violeta de cristal - 20 g 
- álcool etílico a 95% - 200 mL 
- oxalato de NH4 - 8 g 
- água destilada - 800 mL 
R2- Lugol-PVP estabilizado: 
- iodo (CAS nº 7553-56-2) – 13 g 
- iodeto de potássio – 20 g 
- PVP (polivinil-pirrilidona) – 100 g 
- água destilada – 1000 mL 
R3- Descorante (álcool-acetona): 
- acetona - 500 mL 
- álcool etílico desnaturado - 500 mL 
R4- Solução de Safranina: 
- safranina (CAS nº 477-73-6 –CI nº 50240) – 2,5 g 
- álcool etílico desnaturado - 100 mL 
- água destilada estéril - 900 mL  
 
Procedimento: 
1. Cobrir o esfregaço já fixado, com solução de violeta de cristal (R1) durante 1 
minuto. 
2. Lavar com lugol (R2) e deixar actuar durante 1 minuto. 
3. Lavar com água corrente. 
4. Descorar com álcool acetona (R3) até que não saia mais cor violeta do esfregaço. 
5. Lavar com água corrente 
6. Cobrir a superfície com solução de Safranina (R4) durante 1 minuto. 
7. Lavar com água corrente e deixar secar. 
 
As bactérias Gram positivo coram de roxo escuro e as Gram negativo de vermelho  
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TESTE da CATALASE (PNCI 2004c) 
 
Reagentes: 
Peróxido de hidrogénio a 3% (conservar à temperatura ambiente e no escuro). 
 
Princípio: a enzima catalase desdobra o peróxido de hidrogénio (3%) em água e 
oxigénio (2H2O2 → 2H2O + O2). 
 
Procedimento: 
1. Com a ponta de uma pipeta de Pasteur ou com palito, transferir a colónia em 
estudo para a lâmina de vidro. 
2. Adicionar uma gota de peróxido de hidrogénio a 3% e observar imediatamente se 
existe ou não formação de bolhas de ar (reacção positiva).  
 
Limites e Precauções: 
- Culturas com mais de 24h podem dar falsos negativos. 
- Devido à existência de catalase nos eritrócitos, a prova deve ser interpretada com 
muito cuidado quando efectuada a partir de colónias retiradas de meios contendo 
sangue (possibilidade de falso positivo). 
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TESTE da OXIDASE (Casa Comercial: OXOID) 
 
Bastões de identificação da enzima oxidase 
Reagentes: 
A extremidade de cada bastão está impregnada com uma solução de oxalato de N,N-
dimetil-p-fenilenediamina, ácido ascórbico e α-naptol. A outra extremidade está colorida 
de vermelho para facilitar a leitura do resultado e para assegurar que a extremidade 
correcta é utilizada. 
 
Princípio: Este teste permite detectar a presença da enzima oxidase do citocromo c, que 
é responsável pela redução do oxigénio e dos aceitadores finais de electrões.  
 
Este teste realiza-se sempre em bacilos Gram negativo para a distinção entre bactérias 
entéricas (oxidase -) e bactérias do grupo das Pseudomonas (oxidase +). 
 
Procedimento: 
1. Retirar do frigorífico o kit e aguardar 5 minutos à temperatura ambiente antes 
de utilizar. 
2. Seleccionar uma colónia isolada e representativa da placa de crescimento. 
3. Remover um bastão do kit e, segurando pela extremidade de cor vermelha, 
tocar na colónia com a extremidade impregnada do bastão. Fazer um 
movimento giratório do bastão e colher uma pequena quantidade da colónia. 
4. Após 30 segundos, examinar a extremidade impregnada do bastão. Se não 
ocorrer alteração de cor esperar mais 3 minutos. 
5. A reacção positiva é assinalada pelo desenvolvimento de uma cor azul-
púrpura.  
 
Limites e Precauções: 
- A produção de citocromo oxidase pode ser inibida pela produção de ácido. 
- Culturas em meios de MacConkey e TCBS podem dar falsos negativos. 
- Devido à existência de catalase nos eritrócitos, a prova deve ser interpretada com 
cuidado acrescido quando efectuada a partir de colónias retiradas de meios contendo 
sangue (possibilidade de falso positivo). 
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Consiste em inocular uma suspensão bacteriana num meio contendo determinado 
substrato. A degradação desse substrato pela respectiva enzima tem como resultado a 
formação de uma alteração no meio possível de ser visualizada. 
 
Procedimento: 
A partir de uma cultura pura e fresca, fazer uma suspensão de uma colónia com 100µL 
de soro fisiológico. 
Inocular 4µL dessa suspensão sobre o meio de cultura (TSA) contendo: 
• Tween 20 (concentração final de 1%) para a pesquisa de lipases (de acordo com 
Pavlov et al. 2004) 
• Skim milk (concentração final de 1%) para a pesquisa de proteases (de acordo 
com Nicodème et al. 2005). 
 
Incubar a 37ºC durante 72h ou 24h, respectivamente. 
 
Leitura: 
• Actividade lipolítica: formação de um precipitado à volta do crescimento 
bacteriano 







TESTE da COAGULASE (PNCI 2004c) 
 
A coagulase é uma enzima termoestável produzida principalmente pelas estirpes de 
Staphylococcus aureus. 
Existem duas formas de coagulase: uma “ligada à parede celular” ou “Factor clumping” e 
outra libertada pela célula bacteriana que é a “coagulase livre”. 
 
Teste da Coagulase em TUBO 
 
Reagentes: 
Plasma citratado ou com EDTA. Pode ser refrigerado durante 10 dias ou congelado em 
tubos individuais durante vários meses. 
 
Princípio: a coagulase livre (libertada pelas células) actua na protrombina originando 
uma substância semelhante à trombina, “trombina livre” que actua no fibrinogénio 
formando um coágulo de fibrina. 
 
Procedimento: 
1. Num tubo com 0,5 ml do plasma inocular uma colónia isolada da cultura em 
estudo. 
2. Incubar a 35- 37º C. 
3. Ao fim de 4h de incubação e sem agitar o tubo, verificar se existe formação de 
coágulo. (reacção positiva) 
4. A ausência de coágulo às 4h implica a reincubação do tubo com leitura às 24h. 
 
Limites e precauções: 
- Pode ocorrer lise do coágulo antes da sua observação por produção de enzimas 












Tabela 6. Valores de temperatura (ºC) e humidade relativa (%) registados encontrados durante as colheitas 
no bloco operatório e local de referência. 
 
  











1 19 51 22 nd 
2 18 53 22 nd 
3 18 53 26 nd 
4 17 54 23 nd 
5 18 53 23 nd 
6 20 51 25 nd 
7 19 53 24 nd 
8 18 52 24 nd 






REGISTOS DAS CONTAGENS DE BACTÉRIAS E FUNGOS 
 
 






Local de referência 
nº colheita A B C   nº colheita A B C  
1 9 7 2   1 121 121 66  
2 20 11 5   2 96 73 84  
3 3 0 0   3 116 322 349  
4 6 2 5   4 70 44 31  
5 0 4 1   5 111 25 66  
6 9 1 0   6 330 196 70  
7 11 3 3   7 70 75 141  








Bloco Operatório   Local de referência 
nº colheita A B C   nº colheita A B C  
1 4 0 1   1 6 0 0  
2 0 1 0   2 6 2 27  
3 0 0 0   3 14 0 4  
4 0 4 0   4 2 0 2  
5 0 0 0   5 4 8 6  
6 0 0 0   6 10 8 10  
7 0 0 0   7 2 4 12  















Figura 1. Esquema (parcial) representativo do Serviço do Bloco Operatório. A vermelho encontram-se 
assinalados os locais de colheita (local 1 e local de referência). 
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Figura 2. Vista isométrica da sala do bloco operatório. Entradas e saídas de ar. 
Portas
 










Galeria de identificação de bacilos Gram negativo 
 
Figura 5. Esquema representativo do procedimento para a identificação de estirpes de bacilos Gram 




Galeria de identificação de estafilococos 
 
Figura 6. Esquema representativo do procedimento para a identificação de estirpes de estafilococos, 




Galeria de identificação de estreptococos 
 
Figura 7. Esquema representativo do procedimento para a identificação de estirpes de estreptococos, 




Galeria de antibiograma para bacilos Gram negativo 
 
Figura 8. Esquema representativo do procedimento do antibiograma para estirpes de bacilos Gram negativo, 




Galeria de antibiograma para estafilococos 
 
Figura 9. Esquema representativo do procedimento do antibiograma para estirpes de estafilococos, utilizando 




Galeria de antibiograma para estreptococos 
 
Figura 10. Esquema representativo do procedimento do antibiograma para estirpes de estreptococos, 
utilizando galerias ATB™ STREP 5 (bioMérieux). 
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Gram positivo Gram negativo Gram negativo 
Oxidase Catalase 
Enterobacteriaceae Staphylococcus 













Roxo Roxo Vermelho Vermelho 
 
Figura 11. Esquema dicotómico dos testes a realizar antes da escolha das galerias de identificação e de 
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos do sistema miniApi (Adaptado do  PNCI 2004c). 
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Coloração DIFERENCIAL - Método de Gram (Casa Comercial bioMérieux) 
 
Reagentes 
Composição: fórmula teórica para 1 litro: 
R1- Solução de violeta cristal oxalatado: 
- violeta de cristal - 20 g 
- álcool etílico a 95% - 200 mL 
- oxalato de NH4 - 8 g 
- água destilada - 800 mL 
R2- Lugol-PVP estabilizado: 
- iodo (CAS nº 7553-56-2) – 13 g 
- iodeto de potássio – 20 g 
- PVP (polivinil-pirrilidona) – 100 g 
- água destilada – 1000 mL 
R3- Descorante (álcool-acetona): 
- acetona - 500 mL 
- álcool etílico desnaturado - 500 mL 
R4- Solução de Safranina: 
- safranina (CAS nº 477-73-6 –CI nº 50240) – 2,5 g 
- álcool etílico desnaturado - 100 mL 
- água destilada estéril - 900 mL  
 
Procedimento: 
1. Cobrir o esfregaço já fixado, com solução de violeta de cristal (R1) durante 1 
minuto. 
2. Lavar com lugol (R2) e deixar actuar durante 1 minuto. 
3. Lavar com água corrente. 
4. Descorar com álcool acetona (R3) até que não saia mais cor violeta do esfregaço. 
5. Lavar com água corrente 
6. Cobrir a superfície com solução de Safranina (R4) durante 1 minuto. 
7. Lavar com água corrente e deixar secar. 
 
As bactérias Gram positivo coram de roxo escuro e as Gram negativo de vermelho  
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TESTE da CATALASE (PNCI 2004c) 
 
Reagentes: 
Peróxido de hidrogénio a 3% (conservar à temperatura ambiente e no escuro). 
 
Princípio: a enzima catalase desdobra o peróxido de hidrogénio (3%) em água e 
oxigénio (2H2O2 → 2H2O + O2). 
 
Procedimento: 
1. Com a ponta de uma pipeta de Pasteur ou com palito, transferir a colónia em 
estudo para a lâmina de vidro. 
2. Adicionar uma gota de peróxido de hidrogénio a 3% e observar imediatamente se 
existe ou não formação de bolhas de ar (reacção positiva).  
 
Limites e Precauções: 
- Culturas com mais de 24h podem dar falsos negativos. 
- Devido à existência de catalase nos eritrócitos, a prova deve ser interpretada com 
muito cuidado quando efectuada a partir de colónias retiradas de meios contendo 
sangue (possibilidade de falso positivo). 
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TESTE da OXIDASE (Casa Comercial: OXOID) 
 
Bastões de identificação da enzima oxidase 
Reagentes: 
A extremidade de cada bastão está impregnada com uma solução de oxalato de N,N-
dimetil-p-fenilenediamina, ácido ascórbico e α-naptol. A outra extremidade está colorida 
de vermelho para facilitar a leitura do resultado e para assegurar que a extremidade 
correcta é utilizada. 
 
Princípio: Este teste permite detectar a presença da enzima oxidase do citocromo c, que 
é responsável pela redução do oxigénio e dos aceitadores finais de electrões.  
 
Este teste realiza-se sempre em bacilos Gram negativo para a distinção entre bactérias 
entéricas (oxidase -) e bactérias do grupo das Pseudomonas (oxidase +). 
 
Procedimento: 
1. Retirar do frigorífico o kit e aguardar 5 minutos à temperatura ambiente antes 
de utilizar. 
2. Seleccionar uma colónia isolada e representativa da placa de crescimento. 
3. Remover um bastão do kit e, segurando pela extremidade de cor vermelha, 
tocar na colónia com a extremidade impregnada do bastão. Fazer um 
movimento giratório do bastão e colher uma pequena quantidade da colónia. 
4. Após 30 segundos, examinar a extremidade impregnada do bastão. Se não 
ocorrer alteração de cor esperar mais 3 minutos. 
5. A reacção positiva é assinalada pelo desenvolvimento de uma cor azul-
púrpura.  
 
Limites e Precauções: 
- A produção de citocromo oxidase pode ser inibida pela produção de ácido. 
- Culturas em meios de MacConkey e TCBS podem dar falsos negativos. 
- Devido à existência de catalase nos eritrócitos, a prova deve ser interpretada com 
cuidado acrescido quando efectuada a partir de colónias retiradas de meios contendo 
sangue (possibilidade de falso positivo). 
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Consiste em inocular uma suspensão bacteriana num meio contendo determinado 
substrato. A degradação desse substrato pela respectiva enzima tem como resultado a 
formação de uma alteração no meio possível de ser visualizada. 
 
Procedimento: 
A partir de uma cultura pura e fresca, fazer uma suspensão de uma colónia com 100µL 
de soro fisiológico. 
Inocular 4µL dessa suspensão sobre o meio de cultura (TSA) contendo: 
• Tween 20 (concentração final de 1%) para a pesquisa de lipases (de acordo com 
Pavlov et al. 2004) 
• Skim milk (concentração final de 1%) para a pesquisa de proteases (de acordo 
com Nicodème et al. 2005). 
 
Incubar a 37ºC durante 72h ou 24h, respectivamente. 
 
Leitura: 
• Actividade lipolítica: formação de um precipitado à volta do crescimento 
bacteriano 







TESTE da COAGULASE (PNCI 2004c) 
 
A coagulase é uma enzima termoestável produzida principalmente pelas estirpes de 
Staphylococcus aureus. 
Existem duas formas de coagulase: uma “ligada à parede celular” ou “Factor clumping” e 
outra libertada pela célula bacteriana que é a “coagulase livre”. 
 
Teste da Coagulase em TUBO 
 
Reagentes: 
Plasma citratado ou com EDTA. Pode ser refrigerado durante 10 dias ou congelado em 
tubos individuais durante vários meses. 
 
Princípio: a coagulase livre (libertada pelas células) actua na protrombina originando 
uma substância semelhante à trombina, “trombina livre” que actua no fibrinogénio 
formando um coágulo de fibrina. 
 
Procedimento: 
1. Num tubo com 0,5 ml do plasma inocular uma colónia isolada da cultura em 
estudo. 
2. Incubar a 35- 37º C. 
3. Ao fim de 4h de incubação e sem agitar o tubo, verificar se existe formação de 
coágulo. (reacção positiva) 
4. A ausência de coágulo às 4h implica a reincubação do tubo com leitura às 24h. 
 
Limites e precauções: 
- Pode ocorrer lise do coágulo antes da sua observação por produção de enzimas 












Tabela 1. Valores de temperatura (ºC) e humidade relativa (%) registados encontrados durante as colheitas 
no bloco operatório e local de referência. 
 
  











1 19 51 22 nd 
2 18 53 22 nd 
3 18 53 26 nd 
4 17 54 23 nd 
5 18 53 23 nd 
6 20 51 25 nd 
7 19 53 24 nd 
8 18 52 24 nd 






REGISTOS DAS CONTAGENS DE BACTÉRIAS E FUNGOS 
 
 






Local de referência 
nº colheita A B C   nº colheita A B C  
1 9 7 2   1 121 121 66  
2 20 11 5   2 96 73 84  
3 3 0 0   3 116 322 349  
4 6 2 5   4 70 44 31  
5 0 4 1   5 111 25 66  
6 9 1 0   6 330 196 70  
7 11 3 3   7 70 75 141  








Bloco Operatório   Local de referência 
nº colheita A B C   nº colheita A B C  
1 4 0 1   1 6 0 0  
2 0 1 0   2 6 2 27  
3 0 0 0   3 14 0 4  
4 0 4 0   4 2 0 2  
5 0 0 0   5 4 8 6  
6 0 0 0   6 10 8 10  
7 0 0 0   7 2 4 12  
8 0 0 0    8 8 10 4  
 
 
